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摘要 :【 目 的] 保 幼 激 素 反应 区 (juvenile hormone response region，JHRR ) 是 在 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster Krüppel homolog 1 ( Kr-hl) 启动 子 转录 调控 区 中 鉴定 获得 的 长 120 bp PREZ] 
本 研究 旨 在 检测 果 蝇 JHRR 中 3 43 E-box 序列 (2 A B box 和 1 个 Cbox) 对 JHRR 核 蛋 白 结 合 能 
力 的 影响 ,以 及 保 幼 激素 (juvenile hormone, JH), JH 受 体 Met( Methoprene-tolerant ) 和 热 激 蛋白 
Hsp83 对 JHRR 核 蛋 白 结 合 能 力 的 调控 。【 方 法 】 利 用 凝 胶 迁 移 阻 滞 (electrophoretic mobility shift 
assay, EMSA) 技术 分 析 果 晶 JHRR 中 2 个 B box 或 1 个 Cbox 突变 后 JHRR 5 Ke 细胞 中 核 蛋 和 白 的 
结合 情况 ;提取 游 走 早 期 TH. 滴 度 较 高 时 期 JH 缺失 果 晶 (4ue21-C414 > UAS-Grim) , Met/ Gce Xx d A 
A 38, ( Met” gce^ 7 ) , Met 28 3 $ ( Lsp2-GAIA. > UAS-Met-V5 ) 以 及 Hsp83. 纯 合 突变 果 晶 
(Hsp83"7) 脂肪 体 组 织 中 的 核 蛋白 ,利用 EMSA 技术 分 析 它 们 对 JHRR 核 蛋白 结合 能 力 的 调控 情 
JU, [25] EMSA 检测 结果 表明 ,B box 或 C box 突变 后 均 可 降低 JH 促 进 的 JHRR 与 Ke 细胞 中 核 
蛋白 的 结合 , 且 C box 的 效果 更 强 ;JH 4k R Met/Gce 双 缺 失 果 蝎 脂 肪 体 组织 中 核 蛋 白 与 JHRR 
的 结合 几乎 检测 不 到 ,而 在 Hsp83 纯 合 突变 果 晶 脂肪 体 组 织 中 核 蛋 和 白 与 JHRR 的 结合 显著 下 降 。 
相反 ,JHRR 与 核 蛋 白 的 结合 在 Met 超 表达 果 蝎 中 显著 增强 。 [2536] B box 和 C box 对 JHRR 与 核 
蛋白 结合 是 必需 的 , 且 JHRR 与 核 蛋 白 的 结合 依赖 于 JH 和 Met ,并 且 受 Hsp83 的 调控 。 
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Molecular mechanisms regulating the binding capacity of juvenile hormone 


response region ( JHRR) to nuclear proteins in Drosophila melanogaster 
HE Qian-Yu"* , ZHANG Yuan-Xi^ (1. College of Animal Science and Veterinary Medicine, Heilongjiang 
Bayi Agricultural University, Daqing, Helongjiang 163319, China; 2. Environmental Monitoring Center 
Station, Daqing Environmental Protection Agency, Daqing, Helongjiang 163316, China) 

Abstract: [ Aim] Juvenile hormone response region ( JHRR) is a 120 bp nucleotide sequence identified 
from the promoter regulatory region of Krüppel homologl ( Kr-h1) in Drosophila. This study aims to detect 
the effects of three E-box like motifs (two B boxes and one C box) on the binding capacity of JHRR to 
nuclear proteins, and to illustrate the regulatory effects of JH, JH receptor — Methoprene-tolerant ( Met) 
and heat shock protein Hsp83 on the binding capacity of JHRR to nuclear proteins. [Methods] The 
electrophoretic mobility shift assay ( EMSA ) was used to analyze the binding capacity of JHRR with two B 
boxes or one C box mutants to nuclear proteins in Kc cells. Nuclear proteins of fat body tissues, which 


were isolated from JH deficient flies (Aug21-GAIA > UAS-Grim) , Met/ Gce double mutant flies ( Met” gce^ ™ ), 
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Met overexpressed flies ( Lsp2-GALA > UAS-Met-V5) and Hsp83 homozygous mutant flies ( Hsp83 9 ) at 
the early wandering stage when the JH titer was high, were extracted, and the binding capacity of JHRR 
to nuclear proteins was detected by EMSA. [Results] EMSA results showed that both B box and C box 
mutation decreased the JH-induced binding capacity of JHRR to nuclear proteins in Kc cells, and the 


inhibitory effect of C box mutation was even more efficient. The binding complex of JHRR and nuclear 


proteins which were extracted from fat body tissues of JH deficient or Met/Gce double mutant larvae at the 


wandering stage was almost undetectable, and decreased significantly when the nuclear proteins were 


extracted from Hsp83 homozygous mutant larvae. In contrast, the formation of JHRR-nuclear protein 


complex was enhanced significantly when the nuclear proteins were extracted from fat body tissues of Met 


overexpressed larvae. [Conclusion] B box and C box are essential for JHRR to bind to nuclear proteins, 


and the binding activity of JHRR to nuclear proteins is dependent on JH and Met and regulated 


by Hsp83. 


Key words: Drosophila melanogaster; juvenile hormone; Met; JHRR ; Hsp83; nuclear protein binding 





保 幼 激素 (juvenile hormone, JH) Z& Hh Ee ri Hm [iti 
体 合成 分 泌 的 倍 半 莫 类 化 合 物 , 它 是 昆虫 变态 发 育 
过 程 中 一 类 重要 的 调控 激素 。 其 主要 功能 包括 维持 
昆虫 幼虫 和 晴 的 形态 ,促进 卵 梨 成 熟 ,调控 昆虫 的 发 
育 、 变 态 、 信 息 素 的 产生 以 及 交配 等 生理 活动 
( Bernardo and Dubrovsky, 2012; Bilen et al., 2013; 
Jindra et al., 2013, 2015 ) 。 大 量 研 究 证 明 JH 以 上 
功能 的 实现 主要 是 通过 其 受 体 Methoprene-tolerant 
( Met) 来 执行 的 。Met 属于 bHLH-PAS 转录 因子 家 
族 成 员 (Ashok et al., 1998) ,最 早 是 在 筛选 耐 受 JH 
类 似 物 Methoprene 的 果 晶 突变 体 中 被 发 现 , 故 被 命 
名 Jy Methoprene-tolerant ( Wilson and Fabian, 
1986) 。 但 是 Met 无 义 突变 果 蝇 可 以 正常 存活 ,并 未 
表现 出 明显 的 发 育 缺 陷 (Ashok et al., 1998) 。 而 当 
Met 及 其 同 源 类 似 基 因 gce(germ cell-expressed ) 同时 
缺失 时 ,该 果 蝇 表现 出 类 似 JH 缺失 果 晶 的 表 型 。 
并 且 Met 和 Gce 被 证 明 在 JH 信号 通路 中 功能 宛 余 
(Abdou et al., 2011)。 同 样 ,在 仅 含 有 1 个 Met 基 
的 昆虫 如 赤 拟 谷 资 Tribolium castaneum 中 ,Met 
RNAi 可 导致 昆虫 提前 变态 , 表 型 也 类 似 于 JH 信号 
被 阻 断 (Konopova and Jindra, 2007) 。 序 列 比 对 及 
进化 分 析 表 明 果 晶 Met 是 在 高 等 昆虫 进化 过 程 中 由 
gce 通过 基因 复制 产生 的 (Baumann et al., 2010) 。 
相对 于 Met , fg Gee 与 其 他 昆虫 中 Met 的 同 源 性 更 
高 (Baumann et al., 2010)。 除 上 述 表 型 研究 表明 
Met 可 能 是 JH 的 受 体外 ,结合 实验 证 明 Met 或 Gee 
与 生理 浓度 的 JH 具有 高 结合 能 力 , Kd 值 约 为 5.3 
nmol/L ( Miura et al., 2005; Charles et al., 2011), 
FH JH 的 结合 位 点 位 于 PAS B 结构 域 中 ( Charles 
et al., 2011; Jindra et al., 2015) 。 当 Met AAF JH 2 










































































































































































合 状态 时 , Met 可 与 bHLH-PAS 转录 因子 家 族 的 其 
他 成 员 结 合 , 如 Taiman/ 类 固 醇 激素 受 体 共 激活 物 
( steroid receptor coactivator, SRC)/5 BFtz-Fl 结合 
的 类 固 醇 激 素 受 体 共 激活 物 (BFtz-Fl interacting 
steroid receptor coactivator, FISC) 或 Cyclin 等 ,从 而 激 
活 JH VE SE RS SUAE D] RS e e E I Ap Sp JH. 信号 传递 
(Li et al., 2011; Zhang et al., 2011; Shin et al., 2012; 
Saha et al., 2016) 。 这 一 过 程 主 要 是 通过 Met 及 其 共 
激活 因子 结合 于 JH 调控 的 靶 基 因 启 动 子 区 域 的 JH 
反应 元 件 (JH response element, JHRE ) 而 实现 的 。 

最 早 被 报道 的 JHRE 是 Li 等 (2011 ) 在 埃及 伊 
EX Aedes aegypi 的 early trypsin ( ET) 基因 启动 子 区 域 
中 鉴定 出 来 的 。 随 后 陆续 在 家 看 Bombyx mori JRW, 
RQZ T. castaneum 以 及 Ji R WR Drosophila 
melanogaster 的 JH. 初级 反应 基因 Krüppel homolog1 
(Kr-h1 ) 的 转录 调控 区 域 中 发 现 相 似 的 JHRE 序列 
( Kayukawa et al., 2012, 2013; Zou et al., 2013; He 
et al., 2014) 。 这 些 JHRE 均 含 有 可 被 bHLH-PAS 
转录 因子 结合 的 下 box(CACGTG ) 或 类 下 box 序列 
(如 B box; CATGTG; C box; CACGCG) ( Dang et al., 
1992) 。 在 埃及 伊 蚊 中 ,EMSA 实验 结果 表明 Met 及 
其 共 激 活 因子 可 结合 在 JHRE 上 (Li etal., 2011; 
Zou et al., 2013) 。 值 得 注意 的 是 ,我 们 在 黑 腹 果 晶 
Kr-hl 启动 子 上 游 鉴 定 得 到 的 JHRE 包含 2 个 B box 
和 1 个 C box 序列 。 双 荧光 素 酶 报告 检测 结果 表 
明 , 由 当 位 于 JHRE 中 的 B box 或 C box 突变 后 ,JH 
促进 的 由 JHRE 驱动 的 奖 光 素 酶 的 活性 显著 降低 或 
完全 丧失 ;并 且 仅 由 2 个 B box 或 1 个 C box 组 成 的 
荧光 素 酶 报告 载体 对 JH 也 是 无 应 答 的 (He et al., 
2014 ) 。 该 现象 表明 B box 和 C box 对 JH JA pR iE 
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Kr-hl 基因 的 转录 表达 都 是 必需 的 。 鉴 于 不 同 于 其 
他 实验 室 所 得 到 的 JHRE ,我 们 将 这 段 含 有 2 个 了 
box 和 1 个 C box 的 长 120 bp 的 调控 区 域 命名 为 
JHRR (JH response region) (He et al., 2014) 。 
BRA K Met 及 其 共 激 活 因 子 等 核 蛋 白 与 
JHRE 的 结合 在 埃及 伊 蚊 中 已 有 不 少 研 究 ,然而 果 
W& JHRR 与 核 蛋白 的 结合 却 少 有 报道 。 本 实验 以 
Kc 细胞 以 及 相关 基因 的 突变 或 超 表达 果 晶 为 试验 
材料 ,从 体外 和 体内 两 方面 来 研究 JHRR 的 核 蛋 白 
结合 活性 的 调控 ,以 期 深入 研究 果 蝇 JH a d OE 
因 转 录 表 达 的 分 子 机 制 。 

















1 材料 与 方法 


1.1 材料 

本 实验 所 用 果 蝇 Ke 细胞 .转基因 果 曲 品系 Mer" 
gce^ ^, Aug21-GAIA, Lsp2-GAIA, UAS-Grim, UAS- 
Met-V5 和 Hsp83”“ 均 来 自 中 国 科学 院 上 海 生命 科学 
研究 院 植物 生理 生态 研究 所 李 胜 研究 员 实 验 室 。 

细胞 培养 使 用 添加 596 胎 牛 血清 (fetal bovine 
serum, South American Origin, Hyclone) 的 Schneider 
果 晶 细胞 培养 基 ( Schneider’ s Drosophila medium 1 x , 
liquid, Gibco, Invitrogen) ,在 27% 生化 培养 箱 中 培 
养 。 当 细胞 密度 达到 1 x10 《mL 时 ,以 1:5(Cwv) 的 
比例 转移 到 新 鲜 培 养 基 。 

果 昌 培养 基 为 标准 的 玉米 红糖 培养 基 ( 玉米 粉 
80 g, 红 糖 125 g ,酵母 16 g, BURS g 加 水 至 1L)。 所 
有 果 蝇 培养 于 25% ,相对 湿度 70% , 光 周 期 12L: 12D 
的 人 工 气候 箱 。 
1.2， 核 蛋白 提取 

取经 Methoprene( 终 浓度 为 1 jumol/L ) ( DMSO 
为 对 照 ) 或 格 尔 德 霉 素 ( geldanamycin GA ) (Ayk E 
为 1 hg/mL) (DMSO 为 对 照 ) 处 理 的 Ke 细胞 和 处 于 
游 走 早期 JH 滴 度 较 高 时 期 的 各 果 晶 品系 的 脂肪 
体 , 然 后 利用 细胞 质 与 细胞 核 提 取 试 剂 盒 (NE-PER 
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents ( Thermo) ) 
提取 核 蛋 白 ,测定 蛋白 浓度 后 -70% 保存 备用 。 
1.3 RUE M X Ig (electrophoretic mobility 
shift assay, EMSA) 
1.3.1 生物 素 标 记 探 针 的 制备 :根据 前 期 鉴定 获得 
的 长 120 bp 的 JHRR 序列 ,利用 Primer Premier 5. 0 
软件 设计 正 反 向 PCR 引物 ,并 由 Invitrogen 公司 合 
成 5' 端 含有 Biotin 修饰 的 正 反 向 引物 ,利用 该 引物 
进行 PCR 扩 增 并 纯化 ,获得 Biotin 标记 的 野生 型 















































JHRR， 记 为 WT。 引 物 序 列 如 F: S: 
TGATGAAGCGCATGCATGATTTC; AS: TEGCAGACT 
TCGCGTGGCG。 利 用 overlapping PCR 扩 增 的 方法 
分 别 获 得 2 个 B box,1 个 C box 突变 的 JHRR 探 针 ， 
分 别 记 为 2B8 f C, 

1.3.2 EMSA 实验 :利用 LightShift™ Chemiluminescent 
EMSA Kit (Thermo ) 进行 EMSA 试验 ,具体 实验 操作 
如 下 : 取 1.2 节 提 取 的 核 蛋白 20 pg 与 2 pL 10 x 
binding buffer, 1 uL Poly (dl-dC) (1 ug/L) 及 
ddH,O 补 至 20 pL 后 混 匀 室温 孵育 20 min ( 根据 实 
验 需 要 可 加 入 200 倍 的 未 被 Biotin 标记 的 冷 探 针 或 
抗体 一 并 孵育 ) ; 加 入 0.5 pL Biotin 标记 的 探 针 混 
义 后 室温 孵育 10 min; 然后 将 上 述 样品 与 上 样 缓冲 
液 混合 后 ,进行 聚 丙烯 酰胺 凝 腕 电泳 ,电泳 条 件 为 恒 
ù 100 V,90 min; 电 泳 结束 前 20 min, 用 0.5 x TBE 
缓冲 液 浸泡 与 腕 大 小 相当 的 尼龙 膜 后 进行 转 膜 , 转 
膜 条 件 为 恒 流 380 mA ,40 min; 转 膜 结束 后 ,取出 尼 
龙 膜 垫 于 干净 的 滤纸 上 ,于 紫外 灯 下 10 cm 处 进行 
UV 交 联 , 交 联 时 间 约 为 10 min; 随 后 进行 辣 根 过 氧 
化 物 酶 标记 的 亲 和 素 孵育 漂洗 及 显影 等 步 又。 





























2 结果 
2.1 B box 及 C box 突变 影响 JHRR 5E Z & EB 
EA 


我 们 前 期 研究 发 现 Methoprene 可 促进 JHRR 4K 
动 的 董 火 虫 死 光 素 酶 的 表达 ,而 B box 或 C box 突变 
后 可 导致 JHRR JE BU SE Ae Hb eG BET] de 32s Nj 3 
降低 或 完全 缺失 (He et al., 2014) ,暗示 B box I C 
box 影响 JHRR 与 转录 调控 因子 的 结合 。 利 用 
Methoprene ( DMSO 为 对 照 ) 处 理 Ke 细胞 10 min , 提 
PUE H HÍT EMSA 试验 。 结 果 表 明 , Methoprene 
可 增强 核 蛋白 与 WT JHRR 的 结合 (图 1: A, 第 3 沪 
道 ); 而 2 个 B box 突变 后 , Methoprene 处 理 组 中 
JHRR 与 核 蛋白 的 结合 有 微弱 的 降低 (图 1:A, 第 6 
泳 道 ) ,但 是 当 C box 突变 后 ,JHRR 与 核 蛋白 的 结合 
几乎 检测 不 到 (图 1: A, 第 9 viol). xe dU 
现 ,未 标记 的 WT JHRR 探 针 可 成 功 竞 争 核 蛋白 与 
标记 的 WT JHRR 的 结合 (图 1: B, 第 3 泳 道 ); 而 2 
个 B box 或 1 个 C box 突变 的 冷 探 针 竞 争 能 力 显著 
下 降 , 其 中 C box 突变 后 的 竞争 能 力 最 弱 ( 图 1: B, 
第 4 和 5 泳 道 ) 。 该 结果 与 前 期 双 殉 光 素 酶 报告 检 
测 系统 的 结果 相 吻 合 ,表明 B box 和 C box 确实 对 
JHRR 的 核 蛋 白 结 合 能 力 至 关 重 要 ,二 者 缺 一 不 可 。 
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A B 
g g g Cold 
JHA ~ Ti 十 SS E 十 sS [5 probe 2S 
Y 
Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 Probe 1 2 3 4 5 
WT 2B* Gr WT 
图 1 EMSA 分 析 B box 和 C box 突变 影响 JHRR 与 果 晶 Ke 细胞 核 蛋白 结合 能 力 
Fig. 1 EMSA analysis of B box and C box mutation in JHRR affecting its binding capacity to nuclear proteins isolated 


from Drosophila. Kc cells 
A: 野生 型 JHRR 以 及 2 个 B box 或 1 个 C box 突变 后 的 JHRR 与 核 蛋 白 结合 能 力 的 检测 Detection of the nuclear protein binding capacity of wild 


type JHRR and JHRR with two B boxes mutant or one C box mutant; B; 2 个 B box 或 1 个 C box 突变 后 的 JHRR 与 野生 型 JHRR 竞争 结合 核 蛋 白 

















能 力 的 检测 Detection of the competitive binding capacity to nuclear proteins between JHRR with two B boxes mutant or one C box mutant and wild type 
JHRR. WT; 野生 型 JHRR Wildtype JHRR; 2B* : 2 个 B box 突变 了 的 JHRR JHRR with two B boxes mutant; C* ; C box 突变 了 的 JHRR JHRR 
with C box mutant; JHA; Methoprene; + : Methoprene 处 理 的 果 蝇 Kc 细胞 核 蛋 白 Nuclear proteins from Methoprene treated Drosophila Kc cells; -: 
DMSO 处 理 的 果 蝇 Kc 细胞 核 蛋 白 Nuclear proteins from DMSO treated Drosophila Kc cells; None: 未 加 任何 蛋白 No protein was added. 箭头 所 示 处 
为 JHRR 特异 性 结合 条 带 。Arrowhead points to the specific JHRR bound band. 








2.2 JH 缺失 Met 突变 及 超 表 达 果 蝇 中 JHRR 的 
核 蛋 白 结合 能 力 检测 

为 了 证 明 JHRR 与 核 蛋白 的 结合 依赖 于 JH 和 
Met ,利用 JH 缺失 果 晶 4ue21-C414 > UAS-Grim , Met 
及 其 同 源 基因 Gee 双 缺 失 果 蝇 Mer”Gce*“* 以 及 脂肪 
体 中 Met 超 表达 果 蝇 Lsp2-GALA > UAS-Met-V5 进行 
人 研究。 提取 处 于 游 走 早期 JH 滴 度 较 高 时 期 的 上 述 
果 晶 脂肪 体 组 织 的 核 蛋白 进行 EMSA 试验 。 结 果 显 
ZR ,来 源 于 Met/ Gce 双 缺 失 果 晶 以 及 JH. 缺失 果 晶 脂 
肪 体 组 织 中 的 核 蛋 白 与 JHRR 的 结合 几乎 检测 不 到 
(图 2: A) ,而 来 源 于 Mer 超 表达 果 晶 脂肪 体 组 织 的 
核 重 白 与 JHRR 的 结合 显著 增强 (图 2: B, 第 4 泳 
道 ) 。 为 了 证 实 该 结合 能 力 的 增强 主要 是 由 于 Met 
超 表达 导致 的 ,在 核 蛋 白 与 JHRR 孵育 过 程 中 加 入 
V5 标签 抗体 ,结果 显示 V5 抗体 的 加 入 可 导致 该 增 
强 条 带 的 消失 (图 2: B, 第 8 泳 道 ) ,而 对 来 源 于 时 
生 型 果 蝇 组 织 中 的 核 重 白 结合 无 影响 (图 2: C, 第 
3 泳 道 ) ,证 明 该 特异 性 条 带 中 与 JHRR 结合 的 核 蛋 
白 主要 是 Met。 以 上 结果 表明 ,JHRR 与 核 蛋白 的 结 
合 依赖 于 JH 和 Met, 
2.3 WAEA Hsp83 调控 JHRR 与 核 蛋 白 的 结合 

我 们 前 期 研究 发 现 , 热 激 蛋 白 Hsp83 CHE ZI 
Hsp90 同 源 类 似 和 蛋白 ) 通 过 调控 Met 亚 细 胞 定位 而 
25 JH 信号 传递 。Hsp83 通过 与 Met 的 bHLH 以 





























及 PAS B 结构 域 结合 后 促使 Met 的 构象 成 熟 及 稳 
定 , 从 而 有 利于 Met 与 JH 的 结合 。 一 旦 结合 上 JH, 
Met 便 从 细胞 质 转移 到 细胞 核 内 ,最 终 在 其 他 共 激 
活 因子 的 共同 作用 下 促进 JH 下 游 靶 基因 Kr-hl 的 
转录 表达 。 而 当 加 入 Hsp83 抑制 剂 格 尔 德 霉 素 
(geldanamycin，GA ) 或 在 Hsp83 突变 果 蝇 脂肪 体 
中 ,Met 的 入 核 受 阻 ,同时 Kr-hl 的 转录 表达 显著 降 
低 (He et al., 2014) 。 为 了 检测 Hsp83 是 否 影响 
Met 在 内 的 核 蛋 白 与 JHRR 的 结合 ,我 们 首先 在 细 
胞 水 平 上 利用 GA 与 Methoprene 对 Ke 细胞 进行 不 
同 组 合 的 处 理 , 并 提取 核 蛋 白 进 行 EMSA 实验 。 与 
图 1(A) 结 果 一 致 ,Methoprene 处 理 可 增强 JHRR 与 
核 蛋 白 的 结合 (图 3, 第 6 泳 道 ) ;但 无 论 是 DMSO 
处 理 组 还 是 Methoprene 处 理 组 ,GA 均 可 降低 JHRR 
与 核 重 白 的 结合 (图 3, 第 4 和 8 泳 道 ) 。 其 次 利用 
Hsp83 纯 合 突变 果 蝇 Hsp83”“ 脂肪 体 组 织 中 的 核 蛋 
白 进行 EMSA 实验 ,结果 也 显示 JHRR 的 核 蛋白 结合 
能 力 显著 降低 (图 2: B, 第 6 泳 道 ) 。 以 上 结果 表明 
Hsp83 可 调控 Met 在 内 的 核 蛋 白 与 JHRR 的 结合 。 














3 讨论 


JH 作为 昆虫 变态 发 育 过 程 中 重要 的 调控 激素 ， 
其 分 子 作用 机 制 随 着 受 体 Met 及 靶 基 因 调 控 区 域 中 
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2 EMSA 分 析 不 同 转基因 果 蝇 品系 游 走 早期 脂肪 体 组织 核 蛋白 与 JHRR 的 结合 
Fig. 2 EMSA analysis of the binding capacity of JHRR to nuclear proteins of the fat body tissues isolated from different 




















transgenic Drosophila lines during the early wandering stage 

A: 游 走 早期 野生 型 果 蝇 Met/ Gce 双 突 变 果 晶 以 及 JH 缺失 果 蝇 脂肪 体 组 织 核 蛋白 与 JHRR 结合 能 力 的 检测 Detection of the binding capacity of 
JHRR to nuclear proteins extracted from the fat body tissues of wildtype flies, Met/Gce double mutant flies or JH deficient flies during the early wandering 
stage; B; 游 走 早期 野生 型 果 晶 、Met 超 表达 果 晶 以 及 Hsp83 纯 合 突变 果 晶 脂肪 体 组 织 核 蛋 白 与 JHRR 结合 能 力 的 检测 Detection of the binding 
capacity of JHRR to nuclear proteins extracted from the fat body tissues of wildtype 位 es ，Met overexpressed flies or Hsp83 homozygous mutant flies during 
the early wandering stage; C; V5 抗体 不 影响 野生 型 果 蝇 脂肪 体 组 织 核 蛋 白 与 JHRR 的 结合 Binding capacity of JHRR to nuclear proteins extracted 
from the fat body tissues of wildtype flies is unaffected by V5 antibody. 探 针 为 生物 素 标记 的 野生 型 JHRR , W!!5 为 野生 型 果 蝇 。The Biotin labeled 
wildtype JHRR was used as the probe, and W!!* was the wildtype flies. None; 未 加 任何 蛋白 No protein was added. 












































ro EM, LES EE MDC: JHRE 的 鉴定 而 逐渐 被 解析 。 基 于 埃及 伊 蚊 、 家 和 看、 
RS e 赤 拟 谷 盗 、 果 蝇 以 及 蝗虫 等 昆虫 中 的 研究 ,JH 调控 
N Nuclear proteins 昆虫 生长 发 育 的 模型 被 认为 是 : M JH 滴 度 较 低 或 


不 存在 时 ,JH 受 体 Met 在 细胞 内 以 同 源 二 聚 体 或 与 
其 同 源 类 似 物 Gce 结合 形成 异 源 二 聚 体 的 形式 存在 
( Godlewski et al., 2006) ; 而 当 JH 滴 度 较 高 时 ,JH 
i 与 Met 结合 使 得 Met-Met 或 Met-Gce — RAMB, 
并 促使 Met 与 其 他 共 激 活 因子 的 结合 ,如 Taiman/ 
FISC/SRC 或 CYC 等 ;最 后 JH-Met 及 其 他 共 激 活 因 
子 通过 结合 于 JH 下 游 攻 基因 调控 区 域 的 JHRE 而 
促进 车 基 因 的 转录 表达 ,最 终 通 过 靶 基 因 的 功能 3 











1 2 3 4 5 6 7 8 9 实现 JH 的 生理 作用 (Li et al., 2011; Zhang et al., 
图 3 EMSA 分 析 GA 对 JHRR 与 果 晶 Kc 细胞核 蛋白 2011; Shin et al., 2012; Guo et al., 2014; Saha et 
结合 能 力 的 影响 al., 2016) 。 


Fig. 3 EMSA analysis of GA treatment affecting the binding 2 i 
; me 不 同 于 其 他 昆虫 中 仅 包 含 1 个 类 E-box 序列 的 
capacity of JHRR to nuclear proteins isolated from 


diosa Ketek JHRE ,我 们 在 果 蝇 中 鉴定 获得 的 JHRR 含有 3 个 类 
JHA: Methoprene; GA; 格 尔 德 霉 素 Geldanamycin. GA 预 处 理 Kc 细 E-box 序列 $ Bil 2 ^ B box 和 1 个 C box, IKK 
IB h, JHA 处 理 30 min 后 提取 Ke ANUEKZE EIEI EMSA 实验 。 。 酷 报告 检测 系统 结果 表明 JHRR RC E 
Ke cells were pretreated with GA for 5 h and subsequently treated with sis AMA EL | p 
JHA for 30 min, and then the nuclear proteins were extracted and 于 这 3 | pol 序列 ( He et al., 2014) 3 本 研究 
subjected to EMSA analysis. None: 未 加 任何 蛋白 No protein was 利用 EMSA 实验 进一步 阐明 B box 和 C box 对 维持 


added; JHRR 与 核 蛋 白 的 有 效 结合 是 必需 的 (图 1)。 以 2 
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个 B box 作为 探 针 进行 EMSA 实验 ,发 现 Met 超 表 
达 后 可 增强 核 蛋 白 与 B box 的 结合 ,但 当 JH 存在 
时 ,该 结合 受到 抑制 (未 发 表 数 据 ) ;而 单独 以 C box 
作为 探 针 ,无论 JH. 是 否 存在 , 均 未 能 或 仅 检 测 到 微 
弱 的 结合 条 带 (未 发 表 数据 ) 。 我 们 推测 2 个 B box 
可 能 是 Met-Met Z RRE JHRR 的 结合 位 点 ,而 C 
box 则 是 Met 及 其 共 激 活 因 子 发 挥 功 能 的 区 域 。 当 
JH 不 存在 时 ,Met 同 源 二 聚 体 结合 在 B box 上 ;一 旦 
JH 结合 上 Met, Met 二 聚 体 解 离 , Met 与 其 他 共 激 活 
因子 共同 结合 于 C box 位 点 。B box 的 作用 主要 是 
协助 Met 快速 与 C box 结合 而 响应 JH 的 应 答 。 当 
B box 失 活 或 缺失 时 , Met 与 JHRR 的 结合 能 力 下 
FE ,从 而 导致 JHRR 的 转录 活性 降低 ; 而 当 C box R 
变 时 ,JHRR 的 转录 活性 几乎 丧失 (He et al., 2014) 。 
然而 ,究竟 B box 和 C box 在 JHRR 转录 活性 的 发 挥 
中 具体 起 着 怎样 的 作用 还 有 待 深入 人 研究 。 

热 激 蛋 白 Hsp83 是 细胞 内 高 度 保守 的 一 类 应 
激 和 蛋白 ,在 所 有 的 真 核 生物 中 均 有 表达 。 其 主要 作 
用 是 作为 分 子 伴 侣 帮助 新 合成 的 蛋白 分 子 正确 折 和 三 
及 成 熟 稳定 (Zhao and Houry, 2005) 。 哺 乳 动物 中 
的 研究 表明 ,Hsp83 的 同 源 类 似 物 Hsp90 与 类 固 醇 
激素 受 体 或 二 咕 英 受 体 结合 对 维持 受 体 与 配 体 的 高 
亲 和 能 力 是 必需 的 (Pongratz et al., 1992; Picard, 
2006)。 除 此 之 外 , 果 蝇 中 研究 发 现 Hsp90 及 其 共 
伴侣 分 子 调控 赔 皮 激素 受 体 复 合 物 EcRAUSP 的 
DNA 结合 活性 ( Arbeitman and Hogness, 2000)。 本 
实验 及 前 期 研究 结果 发 现 Hsp83 失 活 或 突变 时 ,不 
仅 降 低 了 Met 与 JH 的 结合 (He et al., 2014) ,同时 
Met 与 JHRR 的 DNA 结合 能 力也 随 之 降低 (图 2: 
B, 图 3) ,表明 Hsp83/Hsp90 对 激素 受 体 的 调控 机 制 
是 相对 保守 的 。 

综 上 所 述 ,本 实验 通过 EMSA 技术 证 明 我 们 前 
期 鉴定 获得 的 JHRR 中 的 B box 和 C box 对 维持 其 
转录 表达 活性 都 是 必需 的 。 利 用 Met/Gce 双 缺 失 果 
晶 及 Met 超 表 达 果 蝇 进一步 确定 Met 直接 结合 于 
JHRR ,并 且 该 结合 是 受热 激 蛋 白 Hsp83 的 调控 。 该 
研究 为 下 一 步 利 用 JHRR 研究 Met 的 转录 活性 调控 
及 JH 的 信号 传递 提供 基础 。 
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